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論文内容要旨
序章
 ハネモ(昂鎚ψs∫s加僻osσ)はミル目に属する緑藻で,原形質がひとつながりとなった多核
 体である。ハネモは静置培養下ではほとんど分岐せずにthallus,rhizoid両端で先端生長を行
 い,全体として1個の管状細胞となる。thallusとrhlzoidは形態的にはよく似ているが,全く
 異なる光屈性を示す。すなわち,thal至usは正の光屈性,rhizoldは負の光屈性である。しかも両
 者は屈曲の様式も異なっている。先端生長を行う細胞の屈曲様式は2つに類型化されており,
 !つは屈曲時に凸側となる領域が凹側となる領域よりも早く伸長する事によって曲がるもので
 bowillgと呼ばれ,もうiつは曲がる方向に新しい生長中心が形成されて突出を起こすもので
 bulgillgと呼ばれる(Greelletal.!970)。なお,生長中心とは便宜上の言葉で,表面積増大速
 度の最も大きな箇所と考える。これに従うとハネモのthallusの屈曲様式はbowingであり,
 rhizoidはbuigillgである。本研究の目的はthallus,rhlzo1dの違いを考慮しながら光屈性,ひい
 ては先端生長の機構を解閉していくことにある。
 光屈性を刺激生理学的に捉えると3つの過程に分けて考えることができる。すなわち光刺激
 の吸収が行われる光受容の過程,それに続く光鯛激の変換・伝達の過程,最終的に生長変化と
 して観察される屈曲発現の過程である。本研究では,まず第一章で光受容の過程について,光
 受容色素の推定を進める。水上・和田(1983)はth我1iusの光窟性の波長依存性を検討し,近紫
 外～青色域の光が有効であることを見いだした。筆者は博士課程前期においてrhizoidの光屈
 性の作用スペクトルを決定し,この反応が他の生物でも多くの現象が知られている青色光反億
 に属することを明らかにした。青色光反応の光受容色素はいかなる生物においても来だ判明し
 ていないが,候補としてはフラビンとカロチノイドがあげられている。本研究では,両者の吸
 収スペクトルに明らかな違いの生じる紫外域での反応を検討することにより,両者の区別を試
 みる。
 第二章では,屈曲発現の過程について,屈曲の機構として以前より論議がなされている光生
 長反応と光屈性の関係を検討する。なお,ここで言う光生長反応とは,均等な光照射による生
 長速度変化である。また,先端生長の維持に関与する要因についての実験・観察も行い,考察
 を深める。
 第一章光屈性の光受容色素の推定
 1.1序
 ハネモの光屈性は近紫外～青色域が有効な,いわゆる青色光反応である。出allusの波長依存
 性とrhizoidの作用スペクトルはよく似ており,同一の光受容系によるものと考えられる。青色
 光反応の光受容色素の候補としてはフラビンとカロチノイドがあげられている。両者の吸収ス
 ペクトルの顕著な違いは紫外域にあるが,技術的な問題もあってこのような短波長域での光屈
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 性の作用スペクトルの決定はほとみ.・ど行われていない。本章では,ハネモの光屈性の光受容色
 素を推定することを目的として紫外域におけるr圭ユizoldの光屈性の解析を試みる。
 1.2添オ*斗と方5去
 材料のハネモは,宮城県桃生郡競顔町において採集されたもので,単藻培養に移され,無性
 的に継代培養されてきたものである。実験用の試料は藻体の中央部から約4mmの長さの切
 片を切り出し,2日間培養を行って再生したものを用いた。
 光照鮒には主に岡崎国立共同研究機構基礎生物学研究所の大型スペクトログラフを使署し
 た。
 1.3結果
 まず第一に紫外光による屈曲の様式が可視光による屈曲と同じであるかどうかを調べるた
 め,先端部表面に活性炭末を付着させて屈曲様式を調べたところ,可視域と同様,bulgingで
 あった。屈曲の経時変化を調べると照射開始1時間で最大屈曲に達する。このとき同時に生長
 速度を測定すると紫外光照射による生長阻害がみられるが,それが明らかに検出されるのは屈
 曲が最大に達した後である。
 作用スペクトルを決定するために,刺激光強度を変化させて250～350nmの各波長について
 光量一反応曲線を求めた。それぞれの波長で10-6～10』3μmo1・cm-2・s-1の間に一次回帰可能な
 領域があり,Weber-Fechnerの法則が成立している。また,各波長での回帰直線の勾配は概ね
 等しく,この波長域での反応が単一光受容系に依っていることを示唆する。なお,260～300Rm
 では高強度の刺激光照身寸は細胞に致死的効果をもたらす。この効果の波長依存性を調べると,
 270～28Gnmで高い効果があることがわかる。
 光量一反応曲線より作屠スペクトルを決定した。これによると26011mに顕著なピークを有
 し,310nm付近にも小さいながらピークが認められる。さらに光感受性都城である先端部の細
 胞壁の透過率スペクトルを顕微分光法で測定し,作用スペクトノレの補正を行った。
 フラビンの光化学反応の阻害剤としてフェニル酢酸を用いた。フェニル酢酸はハネモの
 rhizoidの青色光による光属性を阻害することをすでに確認していたが,紫外光による光屈性も
 同様に隠害された。
 1.4考察
 紫外域における反応が紫外光によるDNA損傷や細胞障害に由来するか否かは常に問題にさ
 れる。ハネモのr董ユizoidの場合,光照射側で生長障害が起こり,生長中心が影側に形成されれば
 bulgingの負屈曲として現れると考えられるが,生長阻害が明らかに現れるのは屈曲が最大に
 達した後であること,また,細胞に対する致死的な効果のピークは光屈性のピークとは異なる
 ことから,単純な生長阻害のみによるとは考えられない。
 作用スペクトルは短波長の紫外域に開らかなピークが見出された。以前決定した可視域の作
 尾スペクトルを凍結すると260エ1mのピークは青色域のピークよりはるかに大きい。これはフ
 ラビンの吸収スペクトルによく類似している。さらに,フラビン光化学反応の阻害剤フェニル
 ー73一
 酢酸により阻害効果がみとめられたことから,紫外域の反応にもフラビンの光反応が関わって
 いることが示唆された。これらのことから,ハネモの光屈性の光受容色素はフラビンである可
 能性が高いと結論した。
 第二章先端生長に及ぼす光の効果
 2.生序
 ハネモの癒a蜘S,rhizoidの光屈性の方向性の違いは屈曲発現の過程の違いであると考えら
 れる。そこで先端生長そのものに及ぼす光の効果を調べた。光屈性と光生長反応の関係は古く
 より議論のあるところだが,子葉鞘やヒゲカビではまだ結論は出ていない。一方,先端生長細
 胞では現在までに知られている例では,屈曲の機構は光生長反応で説明可能である。すなわち
 光照射による局所的な生長促進あるいは生長阻害によって屈曲が起こると考えられるのであ
 る。
 本章では,まず対照の意味で暗所での生長を記録し,さらに青色光,赤色光照射時の生長反
 応を調べた。ここで言う生長とは不可逆的な細胞容積の増大であるから,パラメーターとして
 は伸長速度と先端部直径の変化を扱った。また・光照射により葉緑体の分布が変化する反応が
 検出されたため,細胞内輸送系と生長との関連を調べるために先端部での葉緑体集積変化も同
 時記録した。さらに,先端生長は連続的なエクソサイトーシスによって維持されていることか
 ら,生長反応の要因を探る意味で,一般にエクソサイトーシスとの関連が示唆されているアク
 チンフィラメント系について,阻害剤の効果を調べ,またF一アクチンに特異的なプローブであ
 る蛍光ラベルのファロトキシンを用いて先端部におけるF一アクチンの観察を行った。
 2.2材料と方法
 試料は第一章と同様に調製した。光照射の光源にはハロゲンランプに干渉フィルター(467
 nm,653.5nm)を緩み合わせたものを用いた。先端部における葉緑体集積の変化は,写真撮影
 したフィルムの透過率を測定することにより行った。F一アクチンの観察は,藻体をパラホルム
 アルデヒド固定後,NBD一ファラシジンで染色し,溶射蛍光顕微鏡により行った。
 2.3結果
 藻体を暗黒下に置くと,tllaiiusは伸長速度の低下と先端部直径の増大を派す。rhiZGidでは伸
 長速度は低下するが長時間にわたって伸長を続け,そのとき先端部直径は小さくなっていく。
 また,このときの葉緑体の分布を観察すると顕著にrhlzoid側に偏っている。
 赤色光を照射した場合は暗黒下と同様,先端部直径はth&liusでは増大,rhizoidでは減少が
 起こる。伸長速度もthallus,rhlzoidともに減少傾向がみられる。先端部での葉緑体の集積はど
 ちらも2時間以内に減少する。
 青色光を照射した場合にはtha1歪us,rhizo1dともに先端部直径の増大がみられる。伸長速度は
 どちらも増大傾向がみられる。また先端部での葉緑体の集積も増大傾向がみられる。さらに短
 時間間隔で記録を行うと,伸長速度増大と先端部直径増大に先駆けて葉緑体集積が急激に増大
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 する反応が検出される。
 2時間の光照射時の先端部直径変化について光量一反応曲線を求めた。tha11Us,rhizoidとも
 に照射光強度の対数に対して一次回帰可能な領域がある。赤色光についても光強度に依存して
 やや増大する傾向がみられるものの,勾配は青色光のそれに比較してかなり小さい。
 青色光による先端部直径の増大が光合成系を介してのものであるかどうかを調べるために,
 光化学系Hの阻害剤として知られるDCMUの効果をみた。嶺allus,rhizoidともに暗所での直
 径変化に対してほとんど影響はないが,rhizoidでは青色光による直径増大が阻害される。
 成長反応の要因を考える上で,先端生長の維持機構を考慮することは不可欠である。そこで
 先端生長を支えるエクソサイトーシスに関与する可能性のあるアクチンフィラメント系の阻害
 剤としてサイン・カラシンDの効果をみた。thalluS,r抜izoidともにサイトカラシンD処理によ
 り速やかに伸長速度の低下が起こり,先端部直径は増大する。低濃度のサイトカラシンD処理
 下では伸長は停止することはない。さらに,F一アクチンに特異的なプローブのNBひファラシ
 ジンで染色を行うと,thallus,rhizoidともに最先端の透明層の部分にNBD特異的な黄色の蛍
 光が見出された。特にフィラメント状には見えず,透閉居全体が染色される。また,固定直前
 にサイトカラシンDで30分間処理することにより,先端部の黄色の蛍光がほぼ消失した。暗順
 応させた藻体に15分間青色光を照射した後に固定,染色を行い観察したが,染色像に特に変化
 は認められなかった。
 2.4考察
 ハネモでは,青色光照射によりthaiius,rhizoldともに生長促進がみられ,正の光生長反応を
 示すことが明らかとなった。詳細は終章に譲るが,このことから光生長反応と光屈性は切り離
 して考えるべきであることが示された。
 先端部における葉緑体の集積度と生長との問に高い平行性が示され,先端生長を維持する細
 胞内輸送系の存在が示唆された。また,青色光による先端部直径の増大は光量一反応曲線から
 青色光特異的な反応とみることができるが,DCMUによって阻害されたことにより,この反応
 に対する光合成系の部分的な関与が示唆された。サイトカラシンDが生長に顕著に影響を与え
 ることからアクチンが先端生長の維持に関与していることが示唆され,またF一アクチンの存
 在が示された。
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終章
 本章においては,現在までの知見を踏まえて,ハネモの光屈性機構についての考察を行った。
 従来知られている他の先端生長細胞と同様に,ハネモの光屈性を光生長反応で説明しようとす
 る場合,thallus,rhizoidともに光照射側での負の光生長反応によって屈曲が起こると考えれば
 よい。つまり甑ailusはbowillgであるから光照射側で伸長速度が減少すれば正の方向に曲が
 り,rhlzoldはbulglngであるから光照射側で生長が抑えられれば生長中心が影側に移動して負
 の屈曲になる。しかしハネモの場合には生長阻害効果は全く検出されないことから,光生長反
 一75～
 応で説明するには無理がある。したがってハネモでは光屈性は光生長反応とは切り離して考え
 るべきであると結論し,生長活性の分布変化を基本とした屈曲機構に関する仮説を提出した。
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 論文審査の結果の要旨
 光屈性は植物に広くみられる生長運動であり,その多くは青色光域が有効な共通した作用ス
 ペクトルを示す。しかし,その光受容体についてはカロチノイドとフラビンの2説があり,い
 まだ確定していない。伊関峰生提出の本論文は,巨大多核単細胞性の緑藻ハネモについて,そ
 の細胞生長の様式と光感受性を明らかにし,かつ光屈性の紫外域作罵スペクトルを確定し光受
 容体がフラビンであることを支持する強い根拠を示したものである。
 第!章において,著者は瞬崎基礎生物研究所の大型スペクトログラフを利用してハネモ仮根
 が250-350エユmの紫外光域においても可視光線と同様の負の屈性を示すことを確認し,各波長
 の光量一反応曲線より作用スペクトルを決定した。260nmに可視域最大ピークの3.8倍に達す
 る大きなピ～クがあり,これはカロチノイドではなくフラビンの吸収スペクトルによく適合す
 る。さらにフラビンの光化学反応の阻害剤フェニル酢酸によって屈曲が特異的に阻害されるこ
 とも見出した。
 第2章では屈曲反応の発現経過,巨大細胞の仮根先端の成長活性域と,これとは逆に正の光
 屈性を示す丁数a撫s成長先端の光生長反応を比較して検討した。その結果,ともに青色光の無
 方向照射によっては成長促進のみが認められた。従来,先端成長の屈性の素反応は光生長反応
 であるとの説が有力であるが,それによっては説明困難な結果であり,著者は光屈曲機構につ
 いて新しい示唆的な仮説を述べている。また葉緑体の分布の変化から光生長反応には細胞内輸
 送系も関与していることを明らかにした。さらに蛍光染色と特異的阻害剤の実験から,成長先
 端にはF一アクチンが存在し,これが先端成長の維持に重要な役割を果たしていることを示し
 た。
 以上のように,本論文には光屈性について,いくつかの新しい知見が認められ,光受容体に
 ついても閉確な示唆が得られている。また,細胞の光生長反応についても新しいケースを見出
 し,この分野の今後の研究に対する手掛りが与えられている。これらは著者が自立して研究活
 動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することが示すものである。よって,伊関峰生提
 出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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